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[ 摘要 ]　目的：探讨榄香烯乳（elemene）逆转人肺腺癌耐顺铂（cisplatin，DDP）细胞 A549/DDP的耐药性及可
能的作用机制。方法：采用MTT法检测榄香烯乳单药作用时的细胞毒作用及与 DDP联合作用对 A549/DDP细
胞耐药的逆转作用；Hoechst 33342法进行细胞核染色，荧光显微镜下观察细胞形态的改变；FCM检测细胞凋亡率；
蛋白质印迹法检测细胞质中细胞色素 C（cytochrome C，cyt C）、pro-caspase-3、caspase-3和抗凋亡因子 B细胞淋
巴瘤 -2（B cell lymphoma-2，Bcl-2）家族蛋白表达的情况。结果：不同浓度榄香烯乳对 A549/DDP细胞均有一定
的抑制作用，呈时间 -剂量依赖性效应，联合DDP能提高耐药细胞株A549/DDP对DDP的敏感性而逆转其耐药性。
Hoechst 33342法和 FCM法检测结果显示，榄香烯乳联合 DDP能更大程度上诱导 A549/DDP细胞的凋亡，提高
耐药细胞的凋亡率，同时还上调 A549/DDP细胞质中 cyt C、caspase-3和 Bad蛋白的表达，而下调 pro-caspase-3
和 Bcl-2蛋白的表达。结论：榄香烯乳能逆转 A549/DDP细胞耐药性可能与其损伤线粒体膜，使线粒体释放 cyt C
到细胞质、同时活化 caspase-3、上调促凋亡蛋白 Bad和下调抗凋亡蛋白 Bcl-2表达以启动凋亡路径有关。
[ 关键词 ]　肺肿瘤；抗药性，肿瘤；细胞凋亡；榄香烯；A549/DDP细胞
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[ABSTRACT]　Objective: To investigate the effect of elemene on the drug resistance of cisplatin (DDP)-
resistant human lung adenocarcinoma A549/DDP cells, and its possible mechanism. Methods: The growth 
inhibition of A549/DDP cells treated with elemene alone or combined with different concentrations  of 
DDP was detected by MTT assay. The morphological changes of apoptosis of A549/DDP cells treated with 
different concentrations of elemene (20 and 40 μg/mL) for 24 h were observed by Hoechst 33342 staing 
under fl uorescence a microscope. The apoptosis rate of A549/DDP cells treated with different concentrations 
of elemene (20 and 40 μg/mL) after 24 h were detected by FCM (fl ow cytometry). The expressions of cytochrome C, 
pro-caspase-3, caspase-3 and the Bcl-2 family proteins were measured by Western blotting analysis. Results: 
MTT result showed that different concentrations elemene could inhibit the proliferation of A549/DDP cells 
in a time- and dose- dependent manner. Intriguingly, elemene plus DDP enhanced the sensitivity of A549/
DDP cells to DDP and reversed the resistance of A549/DDP cells. Elemene  was also a strong inducer of 
apoptosis in this model system, and a synergistic effect on induction of cell death was observed when the 
tumor cells were treated with both agents. The result showed that elemene could enhance A549/DDP cell 
apoptosis. Furthermore, the combination of elemene and DDP also enhanced the protein expressions of 
cytochrome C, caspase-3 and Bad, and reduced the protein levels of Bcl-2 and pro-caspase-3 in the A549/
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DDP cells. Conclusion: The reversal of the multi-drug resistance of A549/DDP cell line by elemene may result 
from its effect on induction of apoptosis. Elemene treatment can impaire mitochondrial membrane, release 
cytochrome C into cytoplasm, activate caspase-3，up-regulate pro-apoptotic protein Bad and down-regulate 
anti-apoptotic protein Bcl-2, and fi nally caused apoptosis.
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细胞色素 C（cytochrome C，cyt C）、caspase-3、




















细胞（用终质量浓度为 2 μg/mL的 DDP维持其
耐药性）用含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养液，
置于 37 ℃、CO2体积分数为 5%的培养箱中培养，
2 d传代 1次。实验前 1周将 A549/DDP细胞换
为不含 DDP的培养液进行培养，取对数生长期
的细胞进行实验。
1.2.2　A549 及 A549/DDP 细胞对 DDP 的敏感
性　取对数生长期的 A549和 A549/DDP细胞，
每组 3孔，胰蛋白酶消化后，用含 10%胎牛血
清的 RPMI 1640培养液配制成细胞悬液，以 5×
103个 /孔的密度接种于 96孔板内。待细胞贴壁后，
分别加入梯度浓度的 DDP（0.25、0.5、1、2、4、




胰蛋白酶消化后，用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640
培养液配制成细胞悬液，以 5×103个 /孔的密度接
种于 96孔板内。细胞贴壁后，实验组中分别加入
终质量浓度为 10、20、40和 80 μg/mL的榄香烯
乳（用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养液稀
释），对照组中加相同体积和浓度的 RPMI 1640
培养液，每个浓度设 3个平行孔。药物处理 12、
24、48和 72 h后，每孔分别加入 20 μL MTT（5 
mg/mL），继续培养 4 h，然后以 191×g 离心 3 
min，弃上清液，每孔加入 150 μL DMSO，置摇
床上低速振荡 10 min，使结晶物充分溶解。在全
自动酶标仪波长 570 nm处测定各孔吸光度（D）
值，参比波长为 630 nm，实验重复 3次。取 3
孔的平均值计算细胞生长率：生长率＝实验组D 
值 /对照组D 值×100%。以生长率＞ 95%的药









和 32 μg/mL的 DDP，实验组在对照组基础上分
别再加入 20 μg/mL 榄香烯乳；作用 24 h，每孔
加入 20 μL MTT（5 mg/mL），继续培养 4 h，然
后以 191×g 离心 3 min，弃上清液，每孔加入
150 μL二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，
使结晶物充分溶解。在全自动酶标仪波长 570 nm
处测定各孔的吸光度（D 值），参比波长为 630 
nm。每个浓度设 3个平行孔，实验重复 3次，取
3孔的平均值计算细胞增殖抑制率＝（1－实验









化后，用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养液
配制成细胞悬液，以 5×103个 /孔的密度接种于
96孔板内。对照组为 A549/DDP细胞（以终质
量浓度为 2 μg/mL的 DDP维持其耐药性），实
验组为在对照组基础上再加入终质量浓度为 20
和 40 μg/mL的榄香烯乳。每个浓度设 3个平行
孔。药物作用 24 h后，收集细胞，用 DNA荧光
染料 Hoechst 33342进行细胞核染色，在荧光显
微镜下观察细胞核形态。同时采用 FCM检测细
胞的凋亡率，取药物处理 24 h后的 A549/DDP
细胞吹打成细胞悬液， 760×g 离心 5 min，收集
细胞，用 PBS洗涤细胞 2次，收集 2×105个细
胞，加入 500 μL的 Binding Buffer重悬细胞，再
加入 Annexin V-FITC（5 μL）混匀后，再加入
PI（20 μL）混匀，室温避光反应 5 ～ 15 min，
再加入 Binding Buffer（250 μL），混匀后经 300
目尼龙网过滤，在 1 h内上流式细胞仪进行检测，
激发波长（Ex）为 488 nm，发射波长（Em）为
525 nm。采用未染色细胞进行调零，以 Annexin 
V-FITC单染管和 PI单染管做为基准参照，测定
每个上样管数据，利用 Cell Quest Pro软件进行
参数获取和资料分析，实验重复 3次。
1.2.6　蛋白质印迹法检测 A549/DDP细胞中 cyt C
和 caspase-3的活性及抗凋亡因子 Bcl-2家族蛋白
的表达　取对数生长期的 A549/DDP细胞，分
为 2组，每个浓度设 3个平行孔，实验重复 3次。
实验组在对照组（终质量浓度为 2 μg/mL的 DDP
维持其耐药性）基础上再加入终质量浓度为 20和
40 μg/mL的榄香烯乳。药物作用 24 h后，处理
A549/DDP细胞，PBS洗涤细胞 3次，离心收集
细胞，加入细胞裂解液，置于冰上 15 min，4 ℃ 
32 116×g离心10 min，留取沉淀并进行蛋白定量；
取 50 μg蛋白样品行 12%的 SDS-PAGE分离蛋白，
分离后的蛋白转移至聚二氟乙烯膜上；5%脱脂牛
奶封闭 2 h，用 TBST洗膜后，分别加入一抗 [鼠
抗人 cyt C（1 ：800稀释）、caspase-3（1 ：1 000稀
释）、Bcl-2（1 ：1 000 稀释）、Bad（1 ：1 000 稀
释）、pro-caspase-3（1 ：1 000稀释）单克隆抗体
及内参鼠抗人 β-actin单克隆抗体（1 ：2 000稀释）]
进行孵育，4 ℃反应过夜，TBST洗膜后加入相应




1.2.7　环孢素 A 和 Ac-DEVD-CHO 对榄香烯
乳诱导的 A549/DDP细胞中 caspase-3表达的影
响　取对数生长期的 A549/DDP细胞，实验分 4







孢素 A（2 μmol/L）]。每个浓度设 3个平行孔，
实验重复 3次。药物作用 24 h后，处理 A549/
DDP细胞，PBS洗涤细胞 3次，离心收集细胞，
加入细胞裂解液，置于冰上 15 min，32 116×g
离心 10 min，留取沉淀并进行蛋白定量；取 50 
μg蛋白样品经 12%的 SDS-PAGE分离，转膜聚
二氟乙烯膜；5%脱脂牛奶封闭 2 h，用 TBST洗
膜，加入鼠抗人 caspase-3单克隆抗体（1 ：1 000
稀释 )及内参照鼠抗人 β-actin单克隆抗体（1 ：
2 000稀释）进行孵育，4 ℃反应过夜，TBST洗
膜后加入 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 二抗室（1 ：
2 000稀释），室温孵育 2 h，采用增强化学发光




包对所有数据进行统计学分析，统计数据用  ± s
表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间





的 DDP（0.25、0.5、1、2、4、8、16 和 32 μg/
mL）作用 A549和 A549/DDP细胞 24 h后，锥
虫蓝拒染法检测结果显示，DDP对 A549细胞的








A549/DDP细胞 24 h后，其生长率分别为 96.11%、
96.03%、85.72%和 76.59%，统计结果显示不同质量
浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）组间差异有统计学
意义（χ2＝ 2.625，P ＜ 0.05）；作用于 A549/DDP
细胞 48 h后，其生长率分别为 95.02%、93.42%、
70.89%和 61.42%，不同质量浓度榄香烯乳（20
和 40 μg/mL）组间差异仍有统计学意义（χ 2＝
2.145，P ＜ 0.05）；但榄香烯乳（20 μg/mL）作
用于 A549/DDP 细胞 24 和 48 h 的差异无统计
学 意 义（96.11% vs  95.02%，χ 2 ＝ 27.463，P ＞
0.05），而榄香烯乳（40 μg/mL）组 24和 48 h间
的差异有统计学意义（85.72% vs  70.89%， χ 2 ＝
2.414，P ＜ 0.05），见图 2。根据以上结果，本
研究中选择质量浓度为 20 μg/mL的榄香烯乳作





乳（20 μg/mL）作用 24 h后，随着 DDP浓度的
增加，A549/DDP细胞增殖抑制率也不断增加（P




















F ig. 1　T he g row th inhibitor y effects  of  different 
concentrations of DDP on A549 and A549/DDP cells.















































F ig. 2　T he g row th inhibitor y effects  of  different 
concentrations of elemene on A549/DDP cells for 12, 24, 
48 and 72 h.




（t ＝ 1.432，P ＜ 0.01），20 μg/mL榄香烯乳的逆
转耐药倍数为（3.73±0.38）倍（表 1）。

























































Fig. 4　The apoptosis rates of A549/DDP cells treated with different concentrations of elemene (20 and 40 μg/mL) for 24 
h were detected by FCM (flow cytometry). Control: A549/DDP cells treated without elemene.
图 4　不同质量浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 h后对细胞凋亡率的影响
表 1　榄香烯乳（20 μg/mL）对 A549/DDP细胞多药耐
药的逆转作用
Tabel 1　The effect of elemene on reversal multidurg 
resistance of A549/DDP cells
(n=3,  ± s)
DDP/(μg · mL-1) Cell proliferation inhibition rate /%









*P ＜ 0.05, vs  control group (A549/DDP cells treated 
with different concentrations of DDP); Experimental 
group: Elemene (20 μg/mL) combined with different 
concentrations of DDP.
Fig. 3　The morphological changes of apoptosis of A549/DDP cells treated with different concentrations of elemene (20 
and 40 μg/mL) for 24 h were observed under a fluorescence microscope (staining by Hoechst 33342, ×400). Control: A549/
DDP cells treated without elemene.
图 3　不同质量浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 h后对细胞凋亡形态学的影响（Hoechst 33342
染色，×400）
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印迹法检测结果显示，不同质量浓度的榄香烯乳（20










2.6　环孢素 A 和 Ac-DEVD-CHO 抑制榄香
烯乳诱导的 A549/DDP 细胞中 caspase-3 的表
达　为了进一步了解线粒体膜和凋亡路径在逆
转耐药中的作用，本研究中分别采用线粒体膜





（ P ＜ 0.05)，而榄香烯乳（40 μg/mL）联合环孢
素 A和榄香烯乳（40 μg/mL）联合 Ac-DEVD-
CHO组中 caspase-3的表达量均较榄香烯乳单药





Fig. 5　The expression levels of pro-caspase-3, caspase-3, Bcl-2 (B cell lymphoma-2), Bad and cyt C (cytochrome C) 
proteins in A549/DDP cells treated with different concentrations of elemene (20 and 40 μg/mL) for 24 h were detected by 
Western blotting. *P<0.05, vs  control group ( A549/DDP cells treated without elemene), n=3.
图 5　不同浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 h后对 cyto C、pro-caspase-3、caspase-3、Bad和
Bcl-2蛋白表达的影响
Fig. 6　The expression level of caspase-3 protein was inhibited in A549/DDP cells treated with elemene (40 μg/mL) 
combined with cyclosporine or Ac-DEVD-CHO for 24 h detected by Western blotting. *P<0.05, vs  control group (A549/
DDP cells treated without elemene); △P<0.05, vs  elemene (40 μg/mL) group; n=3.
图 6　环孢素 A和 Ac-DEVD-CHO抑制榄香烯乳（40 μg/mL）作用 24 h后 A549/DDP细胞中 caspase-3蛋白的表达






















香烯乳质量浓度为 20和 40 μg/mL时可以增加化
疗药物在细胞内的积聚，下调肿瘤细胞膜上 P-gp
的表达而逆转细胞化疗耐药。本次研究也发现，




























烯（20、40 μg/mL）作用 A549/DDP 细胞 24 h
后，细胞质中 cyt C、caspase-3和 Bad的表达上
调，而 pro-caspase-3和 Bcl-2的表达下调，说明
榄香烯（40 μg/mL）可造成线粒体膜损伤，使线
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